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して、人に対する食中毒細菌である Campylobacter jejuni / coli，Salmonella，
Clostridium perfringens や Escherichia coli (E. coli )等は、家畜消化管に由来
していることが知られ有害微生物の存在も懸念されている [14, 20, 22,39]。ま
た、牛などの反芻家畜は病原性大腸菌（O157 や O26 等）の保菌動物であるこ
とが知られており、肉牛の約 8.9％で O157 の汚染が報告されている[43]。アメ
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リカ合衆国環境保護局が 1994 年に策定した 40 CFR Part 503 Rule [49]は、バ
イオマスの堆肥化、特に下水汚泥を対象とした堆肥の基準として、有機質肥料
の安全性の評価の上から指標とされている。Class A の基準をクリアーするた
めには、E. coli として、1,000 MPN（Most Probable Number: 最確数）/ｇ（乾
物重）以下の堆肥である必要があり、Salmonella としては、3 MPN/ 4ｇ（乾
物重）以下とされている。イギリスでは、2005 年の堆肥化産物の英国標準
(British Standards Institution’s Publicly Available Specification for 
Composted Materials [BSI PAS 100])では、堆肥の安全性を満たす基準とし


















































































































































 採取したコンポスト試料５ｇに 50 mL の２M KCl を加え、振盪抽出後、ガ
ーゼでろ過し、ろ過液の pH を pH メーター（F-13，堀場製作所，京都）で測
定した。 
３）BOD５ (Biochemical Oxygen Demand: 生物化学的酸素要求量) 
BOD５の測定は、自動測定器 BOD Track (HACH company, USA)を使用した。 
（３）細菌群集構造 
①試料からの DNA 抽出 
 分析試料を滅菌超純水に懸濁し、振盪器（MMS-3000，東京理化器械株式会
社，東京）にて 10 分間振盪した後、滅菌晒でろ過した。回収したろ液をマイク
ロチュ－ブに採り、菌体洗浄のために 10 mM Phosphate buffer (pH7.2)で、懸
濁と遠心分離(12,000 rpm，５分間；室温)を上清が透明になるまで繰り返した。
洗浄菌体に Extraction buffer (10 mM Tris / HCl，pH7.5，50 mM EDTA，0.5 
M NaCl)に溶解後、0.1 ㎜径ガラスビーズ 0.5 g が充填された 2 mL 滅菌チュ－




 調整した鋳型 DNA に対し、細菌の 16S rDNA を対象とした Polymerase 
Chain Reaction （ PCR ）増幅を行った。変性剤濃度勾配ゲル電気泳動
（Denaturing Gradient Gel Electrophoresis：DGGE）に供するために、プラ
イ マ ー は GC ク ラ ン プ を 付 け た forward プ ラ イ マ ー  357F-GC (5’-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCG TCCCGCCGCCCCCGCCCGCCTACGGG 
AGGCAGCAG-3’）と reverse プライマー 518R (5’-ATTACCGCGGCTGG-3’)
を用いた。増幅産物は、Escherichia coli 16S rDNA のポジションで 341 から
534 であり、およそ 200 bp のサイズであった。PCR 条件は、Takara EX Taq® 
ポリメラーゼ（タカラバイオ、東京）を用い、93℃ １分間；1 cycle，93℃ １
分，59℃ 30 秒間，72℃ １分間；30 cycle，72℃ 7 分間；１cycle とした。
PCR 後、アガロースゲル電気泳動で、PCR 産物の増幅確認と DNA の定量を行
った。その後、QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN, USA）で精製した





 DGGE は DCode™ユニバーサルミューテーション検出システム（Bio-Rad, 
USA）を用いた。DNA 変性剤濃度を 25％から 55％(変性剤濃度 100％：7 M 尿
素および 40％脱イオン化ホルムアミド)に濃度勾配をつけた 7.25％ポリアクリ
ルアミドゲルで電気泳動を行った。電気泳動は、1.0×TAE 緩衝液(40 mM Tris-
acetate，１mM EDTA)にて、温度 60℃，150 V(最初の 20 分間は 20 V)の条件
下で，５時間行った。電気泳動後、アクリルアミドゲルを SYBR® Green Ⅰ（タ
カラバイオ，東京）で 30 分間染色した後、UV 照射下で写真撮影を行った。 
④DGGE の DNA バンドの切り出しとシークエンス解析 
 特徴的な DNA バンドの近縁種を推定するため、DGGE アクリルアミドゲル
からのバンドは、メスを用いて切り出し，切り出したゲルは TE（10 mM Tris-
HCl，１mM EDTA，pH 8.0）中で DNA の溶出を行った。前述の GC クラン
プの付いていないプライマーペア（357F-518R）による PCR 増幅後，アガロー
スゲル電気泳動で、PCR 産物の増幅確認と DNA の定量を行った。精製した
DNA を BigDye® Terminator CycleSequencing Kit (Applied Biosystems)を用
い、蛍光色素反応を行った。その後，塩基配列の決定は、ABI PRISM® 310 ジ
ェネティックアナライザーにて解析した。解 析 さ れ た 塩 基 配 列 は ， 
DNA Data Bank of Japan (DDBJ) の DNA データベースにて、相同性検索を
行い，近縁種の決定を行った。 
⑤群集構造解析 
DGGE 写真におけるレーン毎の DNA バンド強度を数値化するために、画像
解析ソフト（Gel-Pro Analyzer ® , 株式会社プラネトロン，東京）を使用した。
数値化したデータでのクラスター分析は、R Project Contributors[41]が無償で
提供している R 言語（R i386 3.4.2）を利用して、群間平均法で作成した。 
（４）菌類群集構造 
①試料からの DNA 抽出 
 分析試料からの菌類菌体の回収は、試料５g を滅菌生理食塩水 195 mL に懸
濁し、ミキサーで粉砕した。その粉砕液５mL を、10×PBS で 90％濃度に調整
した Percoll ３mL と、１×PBS ２mL を遠心管内で混合したものに重層した。
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 菌類の 26S rDNA の可変領域である D１領域を対象に PCR は、Nested PCR
法で行った。一次増幅で使用したプライマーは、forward プライマーとして NL-
1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’)、reverse プライマーとして NL-
４ (5’-GGTCCGTGTTCAAGACGG -3’)を使用した。PCR 条件は、Takara EX 
Taq® ポリメラーゼ（タカラバイオ、東京）を用い、94℃ 3 分間；１cycle，
94℃ １分間，65℃ 1 分間，72℃ １分間；30 cycle，72℃ 10 分間；１cycle
とした。二次増幅では NL-1 に GC クランプを付けたプライマーを forward プ
ライマー(5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGG 
CATATCAATAAGCGGAGGAAAAG -3’）と reverse プライマーとして LS-２ 
(5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC -3’)を用いた。この後の調整は細菌で実施し
た方法に準じた。 
③DGGE         
前述の細菌群集構造解析に準ずるが、DNA 変性剤濃度を 25％から 45％の濃
度勾配をつけたポリアクリルアミドゲル(ゲル濃度 7.25％)を用いた。電気泳動
は、1.0×TAE 緩衝液(40 mM Tris-acetate，１ｍM EDTA)にて、温度 60℃，
150 V(最初の 20 分間は 20 V)の条件下で，７時間行った。 
















乳牛糞堆肥化過程における pH の推移を図２に示した。pH 6.2 の弱酸性であ
った原料が１週間後にはアルカリ性に変化し、２週間後には pH 8.5 を超えた。




















































































































区では速やかに pH 9.0 となったが、高水分区は pH 7.2 であり、緩やかな変化
であった（図６)。実験開始後 14 日後には標準区および高水分区ともに、pH 8.5
～8.7 付近のアルカリ性を示し、その後、同様に安定して推移した。 
乳牛糞堆肥化過程における BOD５の推移において、標準区では、実験開始後









































































































で、水分 50％と 60％の試験区より、水分 70％の試験の方が堆肥温度の上昇の
ピークが低かったと報告している。本研究での適正水分含量での堆肥化試験は












は両区とも長期に渡って pH 8.5 前後で推移した。高水分の影響によって微生
















ンドを解析したところ、Enterococcus faecalis と Streptococcus sp. であっ
た。これらの細菌は乳牛糞便から頻繁に検出される細菌群であるが、堆肥化の
温度上昇による 37℃環境において主要な細菌と位置付けられた。これらの細菌
の近縁種には、乳房炎の原因微生物として Enterococcus faecium ， E. faecalis 
や Streptococcus uberis , S. dysgalactiae が知られている。これら２つの DNA









とを前提に、堆肥化開始 42 日後の主要な DNA バンドを解析し、それぞれ
























DNA バンドは Enterococcus faecalis と Streptococcus sp.と割り当てられ、
堆肥の温度上昇の役割を担っているものと推察されたが、堆肥化進行とともに
主要な細菌群ではなくなり、堆肥化過程おいてこれらの細菌の衰退が認められ



























































































































養後の消化液を発酵槽に 1.5 L ずつ分注して３日間温度を保った後、中温発酵
消化液は 55℃のウォーターバスへ、高温発酵消化液は 38℃のウォーターバス
へ、それぞれ、発酵温度を変更した。 
基質である糞尿の投入前に、発酵槽中の消化液を撹拌し 60 mL 採取した。糞










分析試料の消化液を希釈せず、pH メーター （M-11， 堀場製作所，東京）
を用いて測定した。 
２）揮発性低級脂肪酸（Volatile fatty acid : VFA）の定量 






バイオガスの発生量は 200 mL ガラスシリンジで測定した。バイオガスの組
成は、熱伝導型検出器（Thermal conductivity detector : TCD）を備えたガス
クロマトグラフ（GC‐380，GL サイエンス社，東京）を用いた。カラムはステ






①試料からの DNA 抽出 
第１章の細菌群集構造の①に準じて行った。 
②PCR 増幅 
PCR 反応は、抽出した DNA を鋳型とし、細菌の 16SrDNA の V３領域を含
む範囲を標的とし、Nested PCR を行った。一次増幅では Bact-8-27F（5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’）と Univ-926-907R（5’- CCTACGGGAGG 
CAGCAG-3’）を使用した。反応条件は 94℃ ２分間；１cycle，94℃ 30 秒
間，59℃ 30 秒間，72℃ 40 秒間；30 cycle, 72℃ ７分間；１cycle とし
た。PCR 後の反応液は２％アガロースゲル電気泳動で増幅を確認した。その後、
QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN, USA）を用いて精製を行い、二次
増幅の鋳型 DNA とした。二次増幅では、Bact-341-357F+GC Clamp プライマ
ー(5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCATTACCG 
CGGCTGCTGG -3’)と Bact-534-518R プライマー（5’-AAACTYAAAGGA 
ATTGACGG-3’）のペアを使用した。二次増幅では 94℃ ２分間；１cycle，
94℃ 30 秒間，58℃ 30 秒間，72℃ 20 秒間；30 cycle，72℃ ５分間；１






④DGGE の DNA バンドの切り出しとシークエンス解析 
 第１章の細菌群集構造の④に準じた。 
⑤群集構造解析 
DGGE 写真をレーン毎に DNA バンド強度を数値化するために、画像解析ソ
フト（Gel-Pro Analyzer ® , 株式会社プラネトロン，東京）を使用した。数値






①試料からの DNA 抽出 
第２章の細菌群集構造の①に準じて行った。 
②PCR 増幅 
PCR 反応は、抽出した DNA を鋳型とし、Archaea の 16SrDNA を標的とし、
Nested PCR を行った。一次増幅では Arch-344-363F（5’- ACGGGGCGCAG 
CAGGCGCGA -3’）と Arch-934-915R（5’- GTGCTCCCCCGCCAATTCCT -3’）
を使用した。反応条件は 94℃ ２分間；１cycle，94℃ 30 秒間，61℃ 30 秒
間，72℃ 40 秒間；30 cycle, 72℃ 5 分間；１cycle とした。PCR 後の反応
液は２％アガロースゲル電気泳動で増幅を確認した。その後、QIAquick PCR 
purification kit（QIAGEN, USA）を用いて精製を行い、二次増幅の鋳型 DNA
とした。二次増幅では、Arch-344-363＋GC Clamp プライマー(5’-CGCCCGC 
CGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCACGGGGCGCAGCAGGCG 
CGA -3’)と Bact-534-518R プライマ （ー5’-AAACTYAAAGGAATTGACGG-3’）
のペアを使用した。二次増幅では 94℃ ２分間；１cycle，94℃ 30 秒間，58℃ 
30 秒間，72℃ 20 秒間；30 cycle，72℃ ５分間；１cycle とした。その後の
精製と定量は第２章の細菌群集構造の②に準じた。 
③DGGE 
DGGE は第２章の細菌群集構造の③に準じて行い、DNA 変性剤濃度を 25％
から 65％と改変したアクリルアミドゲルを用いた。電気泳動は、120V，６時
間の条件下で行った。 







メタン発酵消化液の pH の推移を図 13 に示した。コントロールである対照






























から 55℃に変更した消化液の pH の値は、中→高温（生）区および中→高温
（滅）区ともに、１日後に pH 8.6 に上昇し、10 日後には pH 8.9 となった。発
酵温度を 55℃から 37℃に変更した消化液の pH の値は、高→中温区（生）区
および高→中温区（滅）区とも、pH は徐々に低下し、14 日後に pH 8.3 となっ
た。投入原料中の微生物の生菌および滅菌の違いに大きな差は認められなかっ
た。 
メタン発酵消化液の VFA の推移を図 14 に示した。中→高温（生）区および







後、以降、プロピオン酸は検出限界以下となった。   
４つの試験区で発生したバイオガス発生量の推移を図 15 に示した。発酵温
度変更前は、中温発酵および高温発酵でのバイオガス発生量はともに原料 60 
mL あたりおよそ 2,000 mL であった。中→高温（生）区は、発酵温度変更直後
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PCR-DGGE 解析による乳牛糞尿メタン発酵の細菌群集構造の推移を図 17 に




ターを形成していたが、35 日後から遷移が認められ、42 日後および 49 日後に









度変更後の変遷は緩慢であったが、28 日後に大きく遷移し、35 日後から 49 日




図 19 に示した。また、その DGGE の DNA バンドパターンから主成分分析し
作図した成績を図 20 に示した。中→高温（生）区のメタン生成菌群集の推移で
は、発酵温度変更直後から大きく遷移したが、クラスターを形成するほどの定































































































































































































































































































その後、21 日後から 91 日後までさらに別のクラスターを形成したが、これら
は対照の中温に近似することはなかった。高→中温（滅）区の細菌群集の推移
では、発酵温度変更直後から大きく遷移し、1 日後から 49 日後の群集構造で大






る温度とその時間について報告している。Escherichia coli では 55℃で 15～20




酵の温度環境は E. coli などの病原微生物は死滅に至るレベルであり、発酵温度
に変更が加えられることで問題が発生しないか検討した。 
 本研究において、乳牛糞での高温メタン発酵で pH 8.8 前後、また中温発酵
では pH 8.3 前後で推移しており、発酵温度変更後に速やかに変更された発酵













を追跡するのではなく、発酵の異常をモニターするためである。Hill and Cobb 
[24]は、安定的なメタン発酵条件を見出すために VFA について調べており、酢
酸に対するプロピオン酸の濃度の比（A/P 比）が 1.4 以上ではメタン発酵が抑
制されると報告している。本研究において、中温から高温に発酵温度を変更し
た試験区では温度変更 14 日後に A/P 比が 1.4 を超えたが一時的であったもの
と推察される。しかし、高温から中温に発酵温度を変更した試験区において、
高→中温（生）区では発酵温度変更７日後から 28 日後、高→中温（滅）区では


















































温（生）区が 35 日後に、高→中温（滅）区が 49 日後に回復した。発生バイオ
ガスの推移において、発酵温度の変更後は全ての実験区でバイオガス発生量は
激減した。発生バイオガス量が安定したのは、中→高温（生）区と中→高温（滅）























































































 CMS 調製工程の概略を図 21 に示した。固液分離した直後の固形物と再生敷
料調製終了まで、２日毎に採取をおこなった。分離直後の固形物をＣ０とし、
その後、二日毎の切り返しの度に、経過２，４，６，８日後までをそれぞれＣ
1～Ｃ4 とした。また C０～C４までの分析試料は、堆肥から 5 点を採取した。 
（３）分析 
 １）温度 
 CMS の温度は、サーモレコーダーを用いて 10 分間隔で８日間記録した。堆
積物の山のほぼ中央にセンサーを刺入して、中心部の温度を測定した。 
２）pH 
 CMS の pH は第１章２．（３）２）に準じて行った。 
３）水分含量 
 CMS の水分含量は、定法である 105℃で 48 時間乾燥させた蒸散水分量で換
算した。 
（４）細菌群集構造 
①試料からの RNA 抽出 
 第１章の細菌群集の①に準じて行った。 
②RT-PCR 
 この実験では CMS 調製工程が短期となるため、活性化している主要な細菌
群を対象とするために RNA を鋳型とし、RT-PCR を行った。細菌の 16SｒRNA













ライマーは Bact-968-984F+GC Clamp プライマー(5'- CGCCCGGGGCGCGC 
CCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC -3’) と
Bact-1401-1378R プライマ （ー5’- CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG -3’）
のペアを使用した。逆転写反応は 50℃ 30 分間とし、95℃ 15 分間；１cycle，
94℃ 30 秒間，55℃ 30 秒間，72℃ １分間；30 cycle，72℃ 10 分間；１
cycle とした。PCR 後の反応液は２％アガロースゲル電気泳動で増幅を確認し
た。QIAquick PCR purification kit（QIAGEN, USA）を用いて精製を行い、




6％、DNA 変性剤の濃度勾配は 50％から 70％と改変し、50V，18 時間の電気
泳動条件で行った。 
④DGGE の DNA バンドの切り出しとシークエンス解析 
 第１章の細菌群集構造の④に準じた。 
⑤群集構造解析 
DGGE 写真をレーン毎に DNA バンド強度を数値化するために、画像解析ソ
フト（Gel-Pro Analyzer ® , 株式会社プラネトロン，東京）を使用した。数値







アグラーゼ陰性 Staphylococci（coagulase negative Staphylococci : CNS）, 
Escherichia coli（ E. coli） ,  大腸菌群（ Coliforms） ,  Streptococci，
Enterococci & Streptococcus uberis (S. uberis ) を対象とした。 
②培地 





式会社、東京)、Enterococci & S. uberis は改良型エドワード寒天培地(関東化
学株式会社、東京)をそれぞれ用いた。 
③培養 
SA および CNS は 37℃-２日間培養、E. coli および Coliforms，Streptococci、




SA と判断し、卵黄反応陰性のコロニーを CNS とした。クロモカルトコリフォ
















ては類似したバンドパターンであった（図 22）。夏季試料での RT-PCR-DGGE 
DGGE より、特徴的な DNA バンドを切り出し、塩基配列を決定した。得られ








で Pseudomonas sp.と割り当てられ、B および C はそれぞれ 96%および 90%
の相同性で Thioalkalivibrio sulfidophilus と割り当てられた。 D は 93%の相
同性で Thermacetogenium phaeum，E は 99%の相同性で Pseudomonas 











(１)CMS の温度，pH および水分含量 
 夏季および冬季における、CMS 調製過程における CMS の水分含量，pH 
および試料採取時の温度の値を表１に示した。開始時の CMS（C0）の温度は








夏季および冬季における糞尿スラリー，消化液および CMS（C0-C4）中の E. 
coli，Enterococci & S. uberis ，Coliforms，CNS および Streptococci を含む
主な乳房炎原因微生物の生菌数を計測した。Streptococci（2.6×10８  cfu/g）は、
CNS（1.7×10８ cfu/g）に次いで、糞尿スラリーと消化液中に最も頻繁に検出


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Coliforms および E. coli の数は、それぞれ 6.5 × 10６ cfu/g, 3.7 × 10６ cfu/g, 
および 6.5 × 10５ cfu/g であった。夏季において、CMS（C4）中の CNS，E. 
coli，Coliforms，Enterococci & S. uberis と Streptococci の細菌数は、CMS
（C0）や CMS（C1）中のそれらよりも有意に(P < 0.05)減少した(図 25)。夏季
において、これらの細菌は８日間で CMS（C4）中で著しく減少した。夏季お
よび冬季において、糞尿スラリー，消化液あるいは CMS 中に、SA は検出され
なかった(図 26)。冬季において、CMS（C4）中の Streptococci，CNS，E. coli，
Coliforms と Enterococci & S. uberis の細菌数は、CMS（C0）中のそれらより
も有意に(P < 0.05)減少し、冬季では、CMS（C4）中の Coliforms の細菌数は、
CMS（C0）と近似していた。CMS（C4）中の Streptococci，CNS，Enterococci 
& S. uberis と Coliforms の細菌数は、それぞれ、2.7×10４，2.0×10４，6.8×




























液からの CMS の効果を評価した。 
CMS 調製過程における細菌群集構造の遷移において、２日毎の切り返しを
含む８日間を対象にモニタリングを行った。比較的短い期間の細菌群集構造を




安定した CMS 生産が可能であることを確認し得た。 
 本研究においては、伝染性乳房炎の原因病原体である SA は、乳牛糞尿スラ
リー、メタン発酵消化液あるいは CMS では検出されなかった。CNS と環境性
連鎖球菌( other Streptococci ; OS)は、乳牛の環境性乳房炎の共通の原因微生
物である。CNS、Coliforms に代表される主要な乳房炎原因微生物は一般に酪
農場の環境に広く認められる[45]。本研究の知見は、これを確認するものであ
り、CNS、OS や Coliforms は糞尿スラリー、消化液および CMS 中に共通して




Cole, K.J. and Hogan, J.S. [11] は新鮮糞を固形分とそれを４週間堆肥化し
た CMS との乳房炎関連細菌の細菌数の比較を行い、Klebsiella spp.は有意な






Streptococci や Coliforms を含む中温性細菌の生残においては大きなインパク
トとは考え難い。本研究では８日間の堆肥化過程で、CNS、OS と Coliforms の
細菌数では、CMS（C1）よりも CMS(C4)中の方が有意に低く、夏季では 10１
















本研究で見いだされた CMS の効率的な堆肥化は、開始温度が 40℃付近であ
ることと CMS の調製工程中の低い水分含量（およそ 70％）とが付随している
ものと考えられる。また、二日毎の頻繁な切り返しも好気的分解が加速したと
も考えられる。加えて、pH の上昇は夏季で pH 8.5 から pH 9.4、冬季で pH 8.5
から pH 9.0 の範囲であった。これらの CMS の pH は、固形分の堆肥化におい
て CMS 中でアンモニアと炭酸水素の生成に起因すると考えられる。Diez-





件で、そして低い水分含量の CMS 中で 63℃以上の温度で不活化される傾向に
ある。 
CMS（C4）中の細菌数が 10３から 10４レベルに減少したことは、65℃を超え




















量について評価した。Streptococci、CNS および Coliforms の細菌数は、４回
切り返された８日後の CMS (C４)中には、夏季では、それぞれ 2.6 × 10１, 1.7 
× 10２および 1.0 × 10１ cfu/g 検出され、これらの細菌数は固液分離直後お
よび一度切り返された CMS (C1)と比較して著しく減少した(p<0.05)。最終段
階の CMS (C4)中の細菌数は 10１ から 1.7 × 10２  cfu/g の範囲にあり、それ




評価された。CMS (C1– C4 )の温度は、夏季において 63-74℃、冬季において
は 70-67℃であった。CMS(C0– C4 ) の pH は夏季では pH 9.2(±0.1)、冬季で
は pH 8.7(±0.2)であった。CMS (C0-C4) の水分含量は、夏季で 69.6から 61.7％、
冬季では 73.2 から 66.2％の範囲にあった。CMS 中の乳房炎原因微生物の有意

























要な細菌として、Enterococcus faecalis と Streptococcus sp.が検出され、堆
肥の温度上昇の役割を担っているものと推察された。堆肥化の後半に出現する




































および Coliforms の細菌数は、最終段階の CMS 中には、固液分離直後と比較
して、夏季では著しく減少した(P <0.05)。 調製後の CMS 中の細菌数は夏季
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